Regulacyjna sie¢ sygnatéw redoks w komadrkach roslinnych wykrywa kazda nieréwnowage
metaboliczng i moduluje odpowiedz na poziomie transkrypcji i translacji. W ten sposéb rosliny szybko
przystosowuja sie do zmieniajacych sie warunkdow srodowiska, co daje mozliwos¢ produkcji nasion
dobrej jakosci. Regulacja stanu redoks zachodzi juz w trakcie rozwoju nasion i jest scile powigzana z
utrzymaniem przez nie zywotnosci w czasie ich dtugoterminowego przechowywania, podczas ktérego
nasiona wszystkich kategorii starzejg sie. Biorgc pod uwage stopien odwodnienia w czasie
dojrzewania i warunki przechowywania wyrdznione zostaty trzy kategorie nasion: orthodox
(tolerujace podsuszanie <7% wilgotnosci i przechowywanie w temperaturze -10°C), recalcitrant (nie
tolerujace podsuszania ponizej 27% i przechowywania metodami tradycyjnymi) i intermediate
(tracace stosunkowo szybko zywotnos¢ w poréwnaniu z nasionami orthodox). Poniewaz tempo
procesu starzenia nasion jest rézne dla kazdej z kategorii, dlatego dla skutecznej ochrony zasobow
genowych konieczne jest poznanie przyczyn oraz przebiegu procesu starzenia nasion cechujgcych sie
rézng wrazliwoscig na podsuszanie i dlugoterminowe przechowywanie. Badania prowadzone sg w
dyscyplinie nauk biologicznych i leSnych. Celem badan jest analiza wptywu regulacji stanu redoks, ze
szczegblnym uwzglednieniem aktywnosci biatek Trx (tioredoksyny), TrxR (NADPH-zalezna reduktaza
tioredoksyn) i Prx (peroksyredoksyny), na zywotnos¢ nasion réznigcych sie wrazliwoscig na utrate
wody i nalezgcych do trzech kategorii. Regulacja stanu redoks odbywa sie poprzez udziat Trx oraz
TrxR w procesie S-nitrozylacji i denitrozylacji biatek. Biatka Trx uczestniczg réwniez w regulacji
aktywnosci Prx. System Trx/TrxR/Prx zaangazowany jest takze w proces detekcji oraz transdukcji
sygnatu stresu i uczestniczy w adaptacji tkanek roslinnych do warunkéw $rodowiska. Spodziewamy
sie, ze zaplanowane w projekcie doswiadczenia umozliwig weryfikacje 3 hipotez: 1° Biatka Trx/TrxR
oraz Prx (zidentyfikowane przez nas w nasionach drzew) wspétdziatajg w regulacji stanu redoks w
nasionach kategorii orthodox, recalcitrant i intermediate w okresie przed i po zbiorze. Najwyzsza
aktywnos¢ systemu Trx/TrxR/Prx obserwowana jest w nasionach odpornych na podsuszanie, ktore
moga by¢ przechowywane dtugoterminowo (orthodox). 2° Regulacja stanu redoks z udziatem
systemu Trx/TrxR/Prx zachodzi juz na etapie rozwoju i dojrzewania nasion i ma wptyw na utrzymanie
ich zywotnosci po zbiorze, w czasie przechowywania. 3° Tempo starzenia sie nasion w czasie
przechowywania zalezy od aktywnosci systemu Trx/TrxR/Prx w czasie przechowywania i ma zwigzek z
intensywnoscig oddychania nasion oraz akumulacjg NO na terenie komarki. Materiat badawczy
stanowig nasiona gatunkéw drzew, zréznicowane pod wzgledem wrazliwosci na utrate wody.
Nasiona klonu zwyczajnego (Acer platanoides L., kategoria orthodox) tolerujg podsuszanie <7%
wilgotnosci i przechowywanie w temperaturze -10°C, nasiona klonu jaworu (Acer pseudoplatanus L.,
kategoria recalcitrant) nie tolerujg podsuszania ponizej 27% i przechowywania metodami
tradycyjnymi, nasiona buka zwyczajnego (Fagus sylvatica L., kategoria intermediate) traca
stosunkowo szybko zywotnos$¢ w pordwnaniu z nasionami orthodox. Dla doktadnego opisu sieci
wzajemnych interakcji pomiedzy zachodzgcymi procesami wptywajacymi na stan redoks, analizy sg
wykonywane w 10-15 terminach, reprezentujgcych rézne stadia rozwojowe w trakcie dojrzewania
nasion i w nasionach dojrzatych podczas przechowywania w warunkach optymalnych oraz
przyspieszonego starzenia, a takze w czasie kietkowania. Chcac zrealizowadé gtéwny cel badan i
zweryfikowac postawione hipotezy, w projekcie wykonywane sg analizy: 1) ocena zywotnosci nasion
(test kietkowania wg. ISTA); 2) identyfikacja biatek tioredoksyn (Western blot, elektroforeza 2DE-SDS-
PAGE); 3) analizy aktywnosci TrxR oraz GSNOR (metody spektrofotometryczne, immunoblotting); 4)
analiza poziomu ekspresji gendw kodujgcych biatka Trx, TrxR oraz GSNOR (RT-PCR oraz qPCR); 5)
analiza identyfikacji biatek docelowych zwigzanych z Trx (chromatografia powinowactwa,
spektrometria mas); 6) analizy poziomu i lokalizacji tlenku azotu oraz nadtlenoazotynu (pomiary
fluorescenciji, lokalizacja -mikroskop skaningowy CLSM); 7) analizy ogdlnej zawartosci tioli oraz
ogolnej zawartosc biatek S-nitrozolowanych (metody spektrofotometryczne oraz elektroforeza SDS-
PAGE); 8) identyfikacja biatek, ktére ulegty procesowi nitrozylacji i denitrozylacji (elektroforeza 2D-



SDS-PAGE, spektrometria mas); 9) analiza intensywnosci oddechowej nasion (aparat Seahorse XF
ExtracellularFlux); 10) analiza uszkodzen oksydacyjnych DNA w nasionach (pomiar ilosci 8-oksoG za
pomocg testu typu ELISA); 11) analizy statystyczne wynikdw (ANOVA, test Tukey’a,). Proponowane
badania majg charakter unikatowy, sg poniewaz w przeciwienstwie do znaczacej wiekszosci
dostepnych opublikowanych analiz, bedg prowadzone w sposéb kompleksowy z wykorzystaniem
nasion trzech kategorii, rdznigcymi sie wtasciwosciami fizjologicznymi (proponowane badania nie s3
ograniczone tylko do nasion typu orthodox). Tylko tego typu badania mogg dostarczy¢é odpowiedzi na
temat regulacji stanu redoks w nasionach i wptywu tej regulacji z okresu ich rozwoju na zywotnos¢
podczas przechowywania, definiujgcy ich jakos¢ i przydatnosc jako materiat siewny. Nalezy zaznaczy¢
ze wiele gatunkdéw roslin waznych z ekologicznego i ekonomicznego punktu widzenia produkuje
nasiona typu nie-orthodox (np. deby, klony, buki, topole, drzewa cytrusowe, awokado). Do analiz
wykorzystane zostang techniki biologii molekularnej i enzymologii co bedzie miato znaczenie w
dyscyplinie nauk biologicznych i leSnych, znaczenie dla rozwoju nasiennictwa oraz przyblizy nas do
zdefiniowania nowych markerédw zywotnosci nasion opartych na nowoczesnych technikach.



